




















dihydroxy-trans-st i lbene（pinost i lbene）、3,5-
dimethoxy-4'-hydroxy-trans-stilbene（pterostilbene）
















約30% であるのに対して、pterostilbene は80% と高い
ことが報告されている1）。また、血中の滞留時間をみる













いは、ヒト肝 Ms により、3' 位水酸化体とスチルベン骨
格の中央にある二重結合への水酸化体の生成20）、が報
告された。また、ラットとマウスを用いた in vivo 代謝
では、ラット尿中およびマウス血清から主にグルクロ
ン酸や硫酸の抱合体が検出されることが報告された18）。








Metabolism of Methylated Resveratrols by Rat Liver Microsomes
and Anti-Oxidative Activity of their Metabolites.






ルベン類である TMS と pterostilbene につき、ラット
肝 Ms による in vitro 代謝を調べた。また、代謝に関与












PD） は 和 光 純 薬（ 株 ）、1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl
（DPPH）および CYP 誘導剤である PB（Na 塩）、MC
および DEX は、和光純薬（株）より購入した。さらに、
6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-carboxylic 






わち、resveratrol 1.0 g を、ジメチル硫酸 12.8 mL、炭





サ ン に 溶 解 し Bond Elute（Si、10 g、60 mL、Agilent 
Technologies 製）に付した。まず、n- ヘキサンで、次





製）；カラム、Inertsil ODS-HL（250 × 10 mm i.d.、5 
µm 粒径、GL Sciences 製）；移動相、60% アセトニト
リル -0.1% ギ酸；流速、5.0 mL/min；検出波長、305 
nm。
３．ラット肝 Ms の調製
　Wistar 系雄性ラット（体重約 200 g）は、九動（株）
より、16匹購入した。１群４匹として、未処理群、PB
前処理群、MC 前処理群および DEX 前処理群の４群に
分けた。また、CYP 誘導剤前処理は、既報21）に準じて、







４．ラット肝 Ms による in vitro 代謝
　TMS あ る い は pterostilbene の ラ ッ ト 肝 Ms に よ る
代謝は、既報21）に準じて行った。すなわち、0.2 mM 
TMS あるいは pterostilbene を 6 mM MgCl2、100 mM 
HEPES 緩 衝 液（pH 7.4）、NADPH 生 成 系（0.33 mM 
NADP、5 mM G-6-P、G-6-PD 1.0 unit）およびラット肝
Ms（1 mg protein）とともに合計 1 mL として、37℃
で20分間インキュベートした。その後、冷メタノール 
3 mL 添加にて反応を停止した。氷中に30分間放置した
後、遠心分離（700 × g、10 min）を行い、得られた上
清の一部を、HPLC および LC-MS に付した。代謝物の
定量は、TMS あるいは pterostilbene の検量線を用いて
行った。なお、HPLC の分析条件は次の通りである。分
析機器、LC-10AT（島津製）；カラム、Mightysil RP-18
（250 × 4.6 mm i.d.､ 5 µm 粒径、関東化学製）；移動
相、A 液0.1% ギ 酸、B 液100% ア セ ト ニ ト リ ル、B 液
30-60%（7 min）– 60%（8 min）– 100%（10 min）；
流速、1.0 mL/min；検出波長、305 nm。また、LC-MS
の分析条件は次の通りである。分析機器、LCMS-8030
（島津製）；カラム、Shim-pack XR-ODS II（150 × 2 
mm i.d.、2.2 µm 粒径、Shimadzu GLC 製）；カラム温度、
40℃；移動相、A 液0.1% ギ酸、B 液100% アセトニト
リ ル、B 液20-60%（5 min）– 60%（4 min）– 100%
（5 min）；流速、0.2 mL/min。MS 条件、イオン化モー
ド、ESI 化（ポジティブ）モード；インターフェイス電
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Compound R1 R2 R3 
Resveratrol H H H 
Pinostilbene CH3 H H 
Pterostilbene CH3 CH3 H 
Trimethoxystilbene
 (TMS) CH3 CH3 CH3 
  
 











メタノール溶液）および0.2 mM resveratrol 関連化合物
（TMS、pterostilbene、pinostilbene、resveratrol）100 
µL を、200 mM MES 緩衝液（pH 6.0）および0.8 mM 
DPPH ラジカル溶液とともに96穴マイクロプレートに
分注し、合計200 µL として、室温で20分間反応後、マ
イクロプレートリーダー（Model 3550、Bio Rad 製）
で520 nm の吸光度を測定した。
６．その他
　ラット肝 Ms のタンパク定量は、Lowry ら23）の方法
に従って行った。なお、標準タンパク質としてウシ血清
アルブミン（Sigma-Aldrich 製）を用いた。また、統計




　TMS は resveratrol をジメチル硫酸と反応し、メチ
ル化することにより合成した。Fig. 2 には resveratrol 
から TMS が合成されるまでの６時間の経時的変化を
示した。各反応時間に反応液を10 µL 採取し、その一
部 を LC-MS に 付 し た。Resveratrol（m/z 229） か ら
pinostilbene（m/z 243）、pterostilbene（m/z 257） を
経て、約５時間後には、resveratrol のほとんどが TMS
（m/z 271）に変換された。最終的に、TMS の白色結
晶890 mg（純度99.5% by HPLC）が得られた。
２．ラット肝 Ms による代謝





　まず、TMS 代謝物の HPLC クロマトグラムを Fig. 3に
示す。未処理 Ms では、TMS は保持時間21.65 min に検
出されたが、これ以外に代謝物と思われるピークが３種
類検出された。次に、PB 前処理 Ms および DEX 前処理
Ms では未処理 Ms と同様な代謝物が２〜３種類検出さ




間16.48 min）、M2（15.75 min）、M3（15.44 min）、
M4（13.43 min）、M5（13.15 min）、M6（11.52 min）
および M7（10.97 min）と命名した。
　次に、TMS の検量線を用いて各代謝物を定量した
（Fig. 4）。まず、未処理 Ms では３種類の代謝物（M2、
M4、M6）が検出されたが、このうち、M2 が主代謝
物であり、その生成活性は0.86 nmol/min/mg protein
であった。また、微量代謝物として M6 と M4 が検出
され、それぞれ 0.06 と 0.02 nmol/min/mg protein で
あった。次に、PB および DEX 前処理 Ms では、代謝
パターンは未処理とよく似ていたが、いずれも未処理
Ms より低い値であった。MC 前処理 Ms では、M1が
最も多く生成された（2.23 nmol/min/mg protein）。次
い で、M4（1.26 nmol/min/mg protein） と M3（0.95 
nmol/min/mg protein）、未処理 Ms で主代謝物であっ















Fig. 2  Synthesis of TMS from resveratrol by methylation using dimethyl sulfate 
 























(CH3)2; Pterostilb ne 
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Fig. 2  Synthesis of TMS from resveratrol by methylation using dimethyl 
sulfate
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Ms による代謝を調べた。Fig. 5 に、代謝物の定量結果
を示した。なお、定量は pterostilbene の検量線を用い
て行った。Pterostilbene は保持時間15.75 min に検出
され、TMS 代謝物のうち M2と完全に一致した。未処理
Ms では、２種類代謝物ピークが保持時間13.43 min と
11.52 min に検出されたが、これらの保持時間はそれぞ
れ TMS 代謝物の M4および M6と一致していた。それ
らの生成活性は、それぞれ0.11および0.07 nmol/min/
mg protein であった。次に、PB および DEX 前処理 Ms
では、代謝パターンは未処理と全く同じであったが、い
ずれも未処理 Ms より低い値であった。 MC 前処理 Ms
では、保持時間11.02 min と13.43 min の２種類の代謝
物が多く生成されたが、それらはそれぞれ TMS 代謝物
の M7および M4と保持時間がほぼ一致した。M7と M4
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Fig. 3  HPLC chromatograms of TMS and its metabolites formed by liver microsomes of untreated (A), PB-treated (B), 
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Fig. 3  HPLC chromatograms of TMS and its metabolites formed by liver microsomes of untreated (A), 
PB-treated (B), MC-treated (C) and DEX-treated (D) rats
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Fig. 4  Effect of CYP inducers on TMS metabolism by rat liver microsomes. 
 
Each bar represents mean + S.D. of four rats. 






























** *ND  ND         ND ND         NDND  ND         ND ND  ND         ND ND  ND
Fig. 4  Effect of CYP inducers on TMS metabolism by rat liver microsomes.
Each bar represents mean ± S.D. of four rats.
*Significantly different from untreated rats, p < 0.05.  ND, not detected.
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を LC-MS にて分析した。代謝反応液は、TMS および
pterostilbene の MC 前処理のものを用いた。 Table 1 に
TMS とその代謝物の結果を示した。なお、TMS 代謝物
の LC-MS 溶出パターンは Fig. 3 の HPLC 溶出パターン
と同様であった。TMS は、保持時間12.86 min に、m/z 
271 [M+H] ＋が検出された。次に、未処理 Ms で主代謝





た。また、未処理 Ms で検出された M4および M6は m/
z 273 [M+H+2] ＋および m/z 259 [M+H-12] ＋であったこ
とから、それぞれ一脱メチル化・一水酸化体および二脱
メチル化・一水酸化体であると推定された。
　一方、MC 前処理 Ms で新たに生成された３種類のう
ち、M1と M3は、 い ず れ も m/z 287 [M+H+16] ＋ で あ
ることから、TMS の一水酸化体であると推定された。
な お、M7に つ い て は、pterostilbene の MC 前 処 理 代







分子イオン（m/z 229）と一致するピークも TMS 代謝
において全く検出されなかった。
４．TMS 代謝物および resveratrol 関連化合物の DPPH
ラジカル消去活性
　TMS 代謝反応液および0.2 mM resveratrol 関連化合
物の DPPH ラジカル消去活性を比較した。なお、DPPH
ラジカル消去活性は、標準物質として Trolox を用い
て、その検量線から µmol-TE（Trolox equivalent）/L を











Fig. 5  Effect of CYP inducers on pterostilbene metabolism by rat liver microsomes. 
 
Each bar represents mean + S.D. of four rats. 
*Significantly different from untreated rats, p<0.05.   
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Fig. 5  Effect of CYP inducers on pterostilbene metabolism by rat liver microsomes.
Each bar represents mean ± S.D. of four rats.
*Significantly different from untreated rats, p<0.05.  
ND, no  detected.







M7 7.43 273 [M+H+2] ＋ Mono-hydroxylation and mono-demethylation
M6 7.82 259 [M+H-12] ＋ Mono-hydroxylation and di-demethylation
M5 N.D. N.D. Unknown 
M4 8.83 273 [M+H+2] ＋ Mono-hydroxylation and mono-demethylation
M3 10.47 287 [M+H+16] ＋ Mono-hydroxylation
M2 10.51 257 [M+H-14] ＋ Mono-demethylation（= pterostilbene）
M1 11.23 287 [M+H+16] ＋ Mono-hydroxylation
TMS 12.86 271 [M+H] ＋
N.D., not detected.
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た、PB および DEX 前処理 Ms の代謝反応液の活性は、
それぞれ20および19 µmol-TE/L であり、未処理 Ms と




濃度0.2 mM の活性を調べたところ、TMS で0.5 µmol-
TE/L であり、ほとんど DPPH ラジカル消去活性を示さ
なかった。他の化合物では、resveratrol が106 µmol-
TE/L で最も高く、次に pterostilbene（80 µmol-TE/L）、
pinostilbene（74 µmol-TE/L）の順であった。
考　　察









前処理 Ms および DEX 前処理 Ms では、未処理 Ms と類
似した代謝パターンを示したが、両 Ms での M2の生成
量は未処理 Ms より減少していた。CYP 誘導剤の PB お
よび DEX は、ラット肝において、それぞれ CYP2B 酵素
および CYP3A 酵素の強い誘導剤であることから24）、こ
の結果は少なくとも4' 位の脱メチル化は CYP2B あるい
は CYP3A 酵素が関与していないことを示唆している。








激変した。未処理 Ms で主代謝物の M2は半減し、しか
も、新たに M1、M3および M4が激増した。他の代謝
物 M6、M7および M5も少ないながら、MC 前処理で増
加した。LC-MS の結果、M1と M3はいずれも TMS の
一水酸化体であった。この事実は、水酸化された位置
が、両者で異なることを示している。これまでに、植





代謝経路を Fig. 7 に示した。なお、MC 前処理により、
ラット肝では CYP1A 酵素（CYP1A1、CYP1A2）およ
び CYP1B1が強く誘導される24）。今回、M1、M3および








Fig. 6  DPPH radical-scavenging activity of TMS metabolites obtained from untreated and  
CYP inducer-treated Ms and of standards of stilbene analogs 
 
Each bar represents mean + S.D. of four rats. 
Standards of stilbene analogues represent mean of triplicate determination. 
































Fig. 6  DPPH radical-scavenging activity of TMS metabolites obtained from 
untreated and CYP inducer-treated Ms and of standards of stilbene analogs
Each bar represents mean ± S.D. of four rats.
Standards of stilbene analogs represent mean of triplicate determination.











ろ、MC 前処理 Ms の代謝反応液で高い DPPH ラジカル
消去活性を観察した。これまでに resveratrol とともに
pinostilbene や pterostilbene が強い抗酸化活性を有す
るとの報告がされており27）、今回の結果はこれを支持

















２．未処理 Ms および PB 前処理 Ms では３種類、DEX
前処理 Ms では２種類、MC 前処理 Ms では７種類の
代謝物が検出された。未処理 Ms、PB 前処理 Ms お






































Fig. 7  Postulated metabolic pathways of TMS in rat liver. 
Fig. 7  Postulated metabolic pathways of TMS in rat liver.
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